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Hjntergrund der Brfjpflmig 

Diese Erfindung betrifft im allgemeinen Verfahren und ein Apparat zur Durchfiihrung 
von Analysen. Genauer betrifft die Erfindung die Gestaltung und den Aufbau von 
kleinen, typischerweise Einweg-Modulen, die in der Lage sind, schnell Mikrovolumi- 
na einer Fluid-Probe zu analysieren. 

In den letzten Jahrzehnten hat die Fachwelt eine sehr groBe Anzahl von Protokollen, 
Test-Ausriistungen bzw. Test-Kits und Test-Kassetten bzw. Test-Patronen zum 
Durchfuhren von Analysen an biologischen Proben fur verschiedene Diagnostik- und 
Uberwachungszwecke entwickelt. Immunoassays bzw. Immuno- Analysen, 
Agglutinations-Analysen und Analysen, die auf Polymerase-Kettenreaktionen, 
verschiedene Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen und unterschiedliche Migration von 
Spezien in einer komplexen Probe basieren, wurden alle verwendet, um die 
Gegenwart Oder Konzentration von verschiedenen biologischen Verbindungen bzw. 
Zusammensetzungen oder Schadstoffen oder die Gegenwart von bestimmten Zelltypen 
zu bestimmen. 

Kiirzlich wurden kleine Einweg-Vorrichtungen entwickelt, um biologische Proben 
handzuhaben und um gewisse klinische Tests durchzufuhren. Shoji et al. berichteten 
liber die Verwendung einer kleinen Blutgas-Anaiyseeinrichtung, die auf einem 
Silizium- Wafer hergestellt wird. Shoji et al., Sensors and Actuators. H: 101-107 
(1988). Sato et al. berichteten iiber eine Zellen-Fusions-Technik, die mikromecha- 
nische Silizium-Bauteile bzw. Siliziumvorrichtungen verwenden. Sato et al., Sensors 
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and Actuators . A21-A23 : 948-953 (1990). Ciba Coming Diagnostics Corp. (USA) 
stellten einen Mikroprozessor gesteuerten Laser-Photometer her, um Blutgerinnung 
festzustellen. 

Mikromechanische Technologie hat ihren Ursprung in der Mikroelektronik-Industrie. 
Angell et al. T Scientific American . 248 : 44-55 (1983). Die Mikromechanik- 
Technologie ermoglichte die Herstellung von mikroentwickelten Vorrichtungen bzw. 
Bauelementen, die Struktur-Elemente mit minimalen Abmessungen aufweisen, die von 
einigen 10 Mikrometern (die Abmessung einer biologischen Zelle) bis zu Nanometer 
(die Abmessungen von manchen biologischen Makromolekiilen) aufweisen. Dieser 
GroBenbereich bzw. diese Skala wird hierin als "mesoskalisch" bezeichnet. Wirt- 
Experimente, die mesoskalische Strukturen mit einbeziehen, haben Studien der 
Mikromechanik mit einbezogen, d.h. mechanische Bewegung und Fliefleigenschaften. 
Die potentiellen Fahigkeiten von mesoskalischen Strukturen wurden nicht vollstandig 
in der Wissenschaft des Lebens ausgenutzt. 

Brunette (Exper. Cell Res. . 167 : 203-217 (1986) und 164: H-26 (1986)) studierte das 
Verhalten von Fibrobiasten und Epithelzellen in Graben in Silizium, mit Titan 
uberzogenen Polymeren und dergleichen. McCartney et al. (Cancer Res. . H: 3046- 
3051 (1981)) untersuchten das Verhalten von Tumorzellen in mit Rillen versehenen 
Plastik- bzw. Kunstoffsubstraten. LaCeile (Blood cells , 12: 179-189 (1986)) studierte 
Leukozyten- und Erythrozyten-FluB in Mikrokapillaren, um einen Einblick in die 
Mikrozirkulation zu bekommen. Hung und Weissman berichteten iiber eine Studie 
uber Fluid-Dynamiken in mikrohergestellten Kanalen, aber sie gaben keine Daten 
wieder, die mit einer analytischen Vorrichtung bzw. einem analytischen Bauelement 
in Beziehung stehen. Hung et al., Med, and Biol. Engineering . 2: 237-245 (1971); 
und Weissman eta al., Am. Inst. Chem. Eng. J .. 17: 25-30 (1971). Columbus et al. 
verwendeten eine Sandwichstruktur, die aus zwei senkrecht orientierten V-grubenfor- 
mig ausgebauchten Schichten bzw. Lagen besteht, bei der Steuerung des kapillaren 
Flusses von biologischen Fluiden zu diskreten ionenselektiven Elektroden in einer 
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experimentellenMuItikanal-Testvorrichtung. Columbus et aL, Clin. Chem. . 33: 1531- 
1537 (1987). Masuda et al., und Washizu et al. berichteten uber die Verwendung 
einer Fluid-FluBkammer zur Manipulation von Zellen (z.B. Zellfusion). Masuda et 
al., Proceedings IEEE/IAS Meeting . Seiten 1549-1553 (1987); und Washizu et al., 
Proceedings IEEE/IAS Meeting . Seiten 1735-1740 (1988). Die Fachwelt hat nicht 
vollstandig das Potential der Verwendung mesoskalischer Vorrichtungen bzw. 
Bauelemente zur Analyse von biologischen Fluiden und zur Detektion von Mikroorga- 
nismen erforscht. 

Die gegenwartigen analytischen Techniken, die zur Detektion von Mikroorganismen 
und Zellen genutzt werden, sind seiten automatisiert, verwenden unveranderlich 
visuelle und/oder chemische Methoden, urn den Stamm oder eine Untergattung zu 
identifizieren, und es handelt sich um inharent langsame Verfahren. Es gibt ein 
Bedurfhis nach praktischen und nach schnellen Systemen fur klinische Analysen bzw. 
Untersuchungen. Es gibt insbesondere ein wachsendes Bedurfhis nach standardisierten 
Verfahren zur Analyse von Samen, die in der Lage sind, verlaBIich und schnell 
Ergebnisse zu liefern, und die bei der Beurteilung der mannlichen Unfruchtbarkeit 
bzw. Infertilitat und fur eine Reihe anderer Anwendungen einschlieBlich der In-vitro- 
Fertilisation (IVF), kunstlicher Insemination durch Spendersamen (AID) und der 
forensischen Medizin bzw. Gerichtsmedizin verwendet werden konnen. Die 
Weltgesundheitsorganisation bzw. World Health Organization, WHO Laboratory 
Manual for the Examination of Human Semen and Semen-Cervical Mucus Interaction . 
Cambridge University Press, Cambridge, U.K. (1987). Die Beurteilung einer 
mannlichen Unfruchtbarkeit durch die Analyse von Samen schlieBt eine Reihe von 
Tests mit ein einschlieBlich der Beurteilung der Spermien-Anzahl, Beweglichkeit, 
Morphologie , Hormon-Pegel , Sperma-Antikorper, Sperma-Zervikalschleim- 
Wechselwirkung und Sperma-Biochemie. Wang et al., American Association for 
Clinical Chemistry. Endo. 10 : 9-15 (1992). Es gibt ein Bedurfhis nach Systemen, die 
in der Lage sind, eine Reihe von schnellen und verlaBlichen Analysen mit einer 
Spermaprobe durchzufuhren. 
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Ein Ziel der Erfindung ist es, analytische Systeme bereitzustellen, die Mikrovolumina 
einer Spermaprobe analysieren konnen und analytische Ergebnisse schnell erzeugen. 
Ein anderes Ziel ist es, leicht massenhergestellte, wegwerfbare und kleine (z.B. 
weniger als 1 cm 3 Volumen) Bauelemente bzw. Vorrichtungen bereitzustellen, die 
mesoskalisch-funktionelle Elemente aufweisen, die zu schnellen automatisierten 
Analysen von Sperma in einer Reihe von Anwendungen in der Lage sind. Es ist ein 
weiteres Ziel der Erfindung, eine Familie von derartigen Vorrichtungen bzw. 
Bauelementen bereitzustellen, die individuell verwendet werden konnen, urn eine 
Reihe von schnellen Tests, z.B. Tests betreffend die Sperma-Beweglichkeit und die 
Morphologie zu implementieren. Ein anderes Ziel ist es, eine Familie von Vor- 
richtungen bzw. Bauelementen zur Durchfuhrung einer In-vitro-Fertilisation in einem 
Bauelement durchzufuhren, indera Mikrovolumina der Probe verwendet werden. 

Zusammenfassung der Erfindung 

Die Erfindung liefert Verfahren und ein Apparat zur Handhabung von Sperma. Die 
Vorrichtung kann in einer Reihe von Anwendungen einschlieBlich des Testens der 
Sperma-Mobilitat und der Morphologie und der In-vitro-Fertilisation verwendet 
werden. Bei einer Ausfuhrungsform stellt die Erfindung eine Vorrichtung bereit, die 
ein Festkorper-Substrat aufweist, das typischerweise in der GroBenordnung von 
wenigen Millimetern Dicke ist und ungefahr 0,2 bis 2,0 cm 2 aufweist und mikro- 
fabriziert ist, um eine Proben-EinlaBoffnung und ein mesoskalisches Kanalsystem 
festzulegen. Bei einer Ausfuhrungsform kann das Bauelement bzw. die Vorrichtung 
fur eine In-vitro-Fertilisation verwendet werden. Bei dieser Ausfuhrungsform ist das 
Substrat der Vorrichtung mikrofabriziert, und zwar mit einer Sperma-EinlaBoffnung, 
einer Eieinnistkammer und einem langlichen mesoskalischen Kanal, der eine 
' Verbindung zwischen der Eieinnistkammer und der EinlaBoffhung darstellt und der 
eine kompetitive Wanderung von Sperma von der EinlaBoffhung durch den Kanal zu 
der Eieinnistkammer erlaubt, wo die Fertilisation auftritt. Bei einer anderen 
Ausfuhrungsform kann das Substrat eine Spermaeinlafioffhung und einen mesoska- 
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lischen Kanal aufweisen, der sich von der EinlaBoffnung aus erstreckt. Bei dieser 
Ausfuhrungsform kann Sperma an die EinlaBoffnung angebracht werden und das 
AusmaB der Wanderung des Spermas durch den Kanal kann als ein Indikator fur die 
Sperma-Mobilitat oder Morphologie dienen. Der Ausdruck "mesoskalisch" wird hierin 
verwendet, urn FlieB-Durchgange festzulegen, die Querschnittsabmessungen der 
GroBenordnung von ungefahr 0,1 /xm bis 500 /xm aufweisen, wobei die bevorzugten 
Breiten in der GrQBenordnung von 2,0 bis 300 /xm und noch bevorzugter bei 3 bis 100 
/xm liegen. Fur viele Anwendungen konnen Kanale von 5 - 50 /xm Breite niitzlich sein. 
Die Kammern in den Substraten werden haufig grofiere Abmessungen aufweisen, zum 
Beispiel wenige Millimeter. Bevorzugte Tiefen der Kanale und Kammern liegen in der 
GroBenordnung von 0,1 bis 100 /xm, typischerweise von 2-50 /xm. 

Bei einer Ausfiihrungsform kann der mesoskalische Kanal der Vorrichtung einen 
fraktalen Bereich aufweisen, der Gabelungen bzw. Abzweigungen aufweist, die zu 
mehreren Sekundarkanalen fuhren, urn die Detektion oder kompetitive Wanderung der 
Spermaprobe zu verbessern bzw. zu erhohen. Der fraktale Bereich kann eine gleiche 
Anzahl von Abzweigungen und Verbindungen aufweisen, die in Reihe entlang der 
Richtung der Spermawanderung angeordnet sind. Bei einer Ausfuhrungsform nehmen 
die sich verzweigenden Kanale in dem fraktalen Bereich progress iv in der Quer- 
schnittsflache bei jeder Gabelung bzw. Abzweigung ab und erhohen sich bei jeder 
Verbindung. Die Verwendung eines mesoskalischen fraktalen FlieB-Kanal ist in USSN 
07/877,701 offenbart, das am 1. Mai 1992 eingereicht wurde (entspricht PCT WO 
93/22054, veroffentlicht am 11. November 1993). Die Vorrichtungen und Verfahren 
dieser Erfindung konnen verwendet werden, urn eine Mannigfaltigkeit von automati- 
sierten sensitiven und schnellen Schadstoff-freien Tests einschlieBlich klinischer 
Analysen von Sperma-Eigenschaften zu implementieren, und zur schnellen In- vitro- 
Fertilisation. 

Im allgemeinen, wie hierin offenbart, umfaBt das Festkorper-Substrat einen Chip bzw. 
ein Substrat, der den mesoskalischen Kanal enthalt und andere Funktions-Elemente. 
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Die Kanale und Elemente konnen aus Silizium und anderen Festkorper-Substraten 
gestaltet und mikrofabriziert werden, indem etablierte Mikroherstellungs- bzw. 
Mikrobearbeitungs-Verfahren verwendet werden. Die Kammern und Kanale in den 
Vorrichtungen konnen auf der Oberflache des Substrats mikrofabriziert werden und 
dann kann eine Abdeckung, zum Beispiel eine transparente Glas- Abdeckung haftend 
angebracht werden, zum Beispiel anodisch uber der Oberflache kontaktiert bzw. 
gebondet werden. Die Bauelemente sind typischerweise auf einer Skala gestaltet, die 
geeignet ist, um Mikrovolumina (< 10 11L) einer Probe zu analysieren, die in das 
FlieBsystem durch eine EinlaBoffhung eingefflhrt werden, die zum Beispiel durch ein 
Loch, das mit dem FlieB-System durch das Substrat oder durch ein Deckglas hindurch 
in Verbindung steht, festgelegt ist. Das Volumen der mesoskalischen Kanale und 
Kammern wird typischerweise < 5 jxL betragen und das Volumen der individuellen 
Kanale, Kammern oder anderer Funktions-Elemente wird haufig weniger als 1 fxL 
betragen, zum Beispiel in dem Nanoliter- oder sogar Picoliter-Bereich liegen. 
Analysen bzw. Untersuchungen konnen schnell durchgefuhrt werden und nachdem ein 
Assay bzw. eine Untersuchung vollendet ist, kann die Vorrichtung weggeworfen 
werden. 

Die Chips konnen mit einer Anwendungseinrichtung verwendet werden, die einen 
Aufnahme-Sitz zum Halten des Chips enthalt und die mit einer oder mehreren 
Eingangsoffnungen auf dem Chip mit einer oder mehreren FlieB-Leitungen in der 
Anwendungseinrichtung zusammenpaBt. Bevor oder nachdem eine Sperma-Probe auf 
die EinlaBoffiiung des Substrats angebracht bzw. angewendet wird, kann der Chip in 
der Anwendungseinrichtung plaziert werden und eine Pumpe kann zum Beispiel in der 
Anwendungseinrichtung getatigt werden, um einen Puffer oder ein anderes Fluid 
einzufiihren, um die Kanale und Kammern hydrodynamisch bzw. hydraulisch zu ftillen 
oder um die Sperma-Probe oder andere Fluid-Bestandteile in das FlieB-System (oder 
heraus) zu zwingen. Alternativ kann Sperma in den Chip mittels der Anwendungsein- 
richtung eingespritzt werden. Eine Sperma-Probe oder andere Fluid-Bestandteile 
konnen ebenso in das Kanalsystem einfach mittels der kapillaren Wirkung durch eine 
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EinlaBoffhung eintreten. 

Die Fluid-Inhalte der Kanale und Kammem der Bauelemente bzw. Vorrichtungen 
konnen optisch beobachtet werden, und zwar entweder visuell oder mittels einer 
Maschine durch ein lichtdurchlassiges Fenster, wie zum Beispiel eine transparente 
Abdeckung uber dem Kanalsystem, oder durch einen lichtdurchlassigen Abschnitt des 
Substrates selbst. Somit erlauben die Bauelemente bzw. Vorrichtungen den optischen 
Nachweis, zum Beispiel von Sperma-Wanderung in einem Kanal oder in einer anderen 
Ausfuhrungsform die Ei-Fertilisation in einer Eieinnistkammer. Die Anwendungsein- 
richtung kann eine Einrichtung umfassen, um die Inhalte des Bauelements bzw. der 
Vorrichtung zu sehen, wie zum Beispiel ein optisches Beobachtungs-System, wie zum 
Beispiel ein Mikroskop oder eine Kamera. 

Bei einer anderen Ausfuhrungsform kann das Substrat der Vorrichtung bzw. des 
Bauelements eine SpermaeinlaBoffhung, einen mesoskalischen Kanal, der sich von der 
EinlaBoffhung aus erstreckt und eine mesoskalische Detektionskammer, die sich in 
Fluid- Verbindung mit dem FlieB-Kanal befindet, einschlieBen. Die mesoskalische 
Detektionskammer ist mit einem bindenden Anteil bzw. einer bindenden Halfte 
versehen, die in der Lage ist, feststellbar einen Sperma-Antikorper oder ein Hormon 
zu binden, um die Detektion eines bestimmten Sperma-Bestandteils zu ermoglichen. 

Die Verwendung eines Detektions-Bereichs erlaubt es, daB eine Reihe von Bindungs- 
Analysen bzw. Bindungs-Untersuchungen mit einer Sperma-Probe durchgefuhrt 
werden. Die Verwendung einer mesoskalischen Detektionskammer ist in USSN 
07/877, 702 offenbart, die am 1. Mai 1992 eingereicht wurde (entspricht PCT WO 
93/22053, veroffentlicht am 11. November 1993). 

Einige der Merkmale und Vorteile der Bauelemente bzw. Vorrichtungen, die in 
Ubereinstimmung mit den hierin offenbarten Lehren gebaut sind, werden in Tabelle 
1 zusammengefaBt. Eine Vorrichtung kann zwei oder mehr getrennte Systeme 
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beinhalten, die zum Beispiel durch eine gemeinsame EinlaBoffhung gespeist werden, 
um eine Vielzahl von Analysen bzw. Untersuchungen zu implementieren. Die 
Vorrichtung bzw. das Bauelement kann ebenso ein Steuersystem aufweisen, so dafi 
Daten aus dem Probenbereich und dem Steuerbereich detektiert und verglichen werden 
konnen. Die Vorrichtungen bzw. die Bauelemente konnen verwendet werden, um eine 
Reihe von schnellen klinischen Tests zur Analyse einer Spermaprobe zu im- 
plementieren. Die Vorrichtungen bzw. Bauelemente konnen zum Beispiel zur 
Detektion der Mobilitat oder Morphologie einer Sperma-Probe genutzt werden, oder 
um die Gegenwart von Sperma-Antikorpern oder Hormonen zu testen oder um die 
Wechselwirkung von Sperma mit Zervikalschleim zu testen, oder fiir andere Analysen 
bzw. Untersuchungen, die beim Testen bzw. Priifen der Unfruchtbarkeit verwendet 
werden. Zusatzlich konnen die Vorrichtungen bzw. Bauelemente verwendet werden, 
um die Wechselwirkung einer Sperma-Probe mit anderen Reagenzien, wie zum 
Beispiel Spermiziden zu priifen. Die Erfindung stellt Verfahren und Vorrichtungen 
bzw. Bauelemente zur Verwendung in einem breiten Bereich moglicher Untersuchun- 
gen bzw. Analysen bereit. Die Untersuchungen konnen schnell vollendet werden und 
beim Abschlufi der Untersuchung kann der Chip weggeworfen bzw. entsorgt werden, 
was vorteilhafterweise eine Kontamination zwischen den Proben verhindert, potentiell 
biologisch gefahrliches Material beseitigt und eine billige Mikroproben-Analyse 
bereitstellt. 


Tabelle 1 


Merkmal 

Vorteil 

Flexibility 

Keine Grenzen bezuglich der Anzahl von verfug- 
baren Chip-Gestaltungen oder Anwendungen. 

Reproduzierbarkeit 

Erlaubt verlafiliche, standardisierte Massenpro- 
duktion von Chips. 
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Niedrige Produktionskosten 

Erlaubt eine auf Wettbewerb gerichtete Preis- 
gestaltung mit bestehenden Systemen. Wegwerf- 
natur fur Einzelanwendungs- Verfahren. 

Kleine GroBe 

Es ist keine globige Instrumentierung erforder- 
lich. Fiihrt eigenstandig zu tragbaren Einheiten 
und Systemen, die zur Verwendung in nicht- 
herkommlichen Laborumgebungen gestaltet sind. 
Minimale Lager- und Versandkosten. 

Mikroskalisch 

Minimale Proben- und Reagenz-Volumina sind 
erforderlich. Verringert Reagenz-Kosten, ins- 
besondere fur teurere, spezialisierte Testverfah- 
ren. Erlaubt eine vereinfachte MeBgerateaus- 
riistung bzw. ein vereinfachtes MeBprogramm. 

Sterilitat 

Chips konnen zur Verwendung bei mikrobiologi- 
schen Untersuchungen Oder anderen Verfahren, 
die eine saubere Umgebung erfordern, sterilisiert 
werden, 

Abgeschlossenes bzw. abge- 
dichtetes System 

Minimimale Biorisiken. Gewahrleistet 
Verfahrens-Integritat. 

Mehrere Schaltungs-Fahig- 
keiten bzw. Moglicbkeiten 

Kami mehrere Verfahren oder Analysen auf ei- 
nem einzigen Chip durchfuhren. Erlaubt Feld- 
untersuchungen. 

Mehfach-Detektorfahigkeiten 

Weitet die Fahigkeiten zur Untersuchung und 
Verfahrenstiberwachung auf nahezu jegliches 
System aus. Erlaubt einen breiten Bereich an 
Anwendungen. 

Wiederverwendbare Chips 

Verringert die ProzeBkosten fur den Nutzer fur 
bestimmte Anwendungen. 
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Kurze Beschreibung der Zeichnungen 

Figur 1 ist eine vergroBerte Draufsichtansicht der Vorrichtung 10 bzw. des 

Bauelements 10 gemaB der Erfindung, die bzw. das ein Substrat 14, 
das mit Offhungen 16 mikrofabriziert ist, einen mesoskalischen FlieB- 
Kanal 20 und ein fraktal gegabeltes System von FlieBkanalen 40 
umfaBt. 

Figur 2 ist eine Langs-Querschnittsansicht der Vorrichtung, die in Figur 1 
gezeigt ist. 

Figur 3 ist eine perspektivische Ansieht der Vorrichtung der Figur 1. 

Figur 4 ist eine schematische Querschnittsansicht eines analytischen Bau- 
elements 10, das in einer Anwendungseinrichtung 50 aufgenommen 
wird, die verwendet wird, um das Bauelement 10 zu halten und urn 
Proben-Fluide zu und aus dem Bauelement 10 zu liefern und zu 
empfangen. 

Figur 5 ist eine schematische Draufsicht eines Substrats 14, das mit einem 

fraktalen gegabelten System von FlieBkanalen 40 mikrofabriziert ist, 
die symmetrisch auf dem Substrat angeordnet sind und die sich zu 
einem engeren Durchmesser in Richtung auf die Mitte des fraktalen 
Systems verjungen. 

Figur 6 ist eine schematische Draufsicht des Bauelements 10, das ein Substrat 

14 enthalt, das mit einem fraktal gegabelten System von FlieBkanalen 
40 mikrofabriziert ist und das mit Kugelchen bzw. Rippen 42 versehen 
ist, um die FlieB-Beschrankung und Agglomeration in dem Fraktal 
erhoht. 

Figur 7 ist eine vergroBerte Draufsicht eines Bauelements 10, das eine 

Spermakammer 22C und eine Eieinnistkammer 22D enthalt, die mit 
dem fraktalen FlieB-System 40 verbunden sind. 

Figur 8 ist eine Querschnitts-Perspektivansicht des FlieBkanals 20 auf einem 
inerten Substrat 14 mit Vorstehungen 122, die sich von einer Wand des 
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Fliefikanals erstrecken und die als eine Barriere gegen die Wanderung 
von Sperma dieneri. 

Figur9 ist eine schematische Draufsicht eines Multitest- Apparats bzw. 

Multipriif- Apparats, der in Ubereinstimmung mit der Erfindung 
aufgebaut ist. 

Figur 10 ist eine schematische Draufsicht eines analytischen Bauelements, das 
mit einem Paar von fraktal sich gabelnden FlieB-Kanalen 40 hergestellt 
ist. 

Figur 11 ist eine schematische Perspektivansicht eines Apparats 60, der in 
Verbindung mit dem Bauelement 10 zum Sehen der Inhalte des 
Bauelements 10 verwendet wird. 

Figur 12 ist eine schematische Querschnittsansicht des Apparats 60 der Figur 
11. 

Figuren 13, 

14 und 15 zeigen Draufsichten von vergroBerten verschiedenen Ausfiihrungs- 
formen eines mesoskalischen Filters 24, der in einen FlieBkanal 20 in 
einem analytischen Bauelement 10 mikrofabriziert ist. 

Ahnliche Bezugszeichen in den jeweiligen Zeichnungen weisen auf entsprechende 
Teile hin. 

Detaillierte Beschreibung 

Die Erfindung betrifft Verfahren und ein Apparat zur Handhabung von Sperma, der 
in einer Reihe von Anwendungen einschliefilich der Priifung der Spermamobilitat und 
Morphologie und der In-vitro-Fertilisation verwendet werden kann. Die Erfindung 
stellt eine Vorrichtung mit einem Festkorper-Substrat bereit, das typischerweise eine 
Dicke in der Grofienordnung von wenigen Millimetern und ungefahr 0,2 bis 2 cm 2 
aufweist und das mikrofabriziert ist, um eine SpermaeinlaCoffnung und ein 
mesoskalisches FlieB-System festzulegen, das sich von der EinlaBoffnung aus 
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erstreckt. Bei einer Ausfuhrungsform wird eine Spermaprobe an die EinlaBoffhung 
angelegt und das AusmaB der Migration der Spermen durch den Kanal kann als ein 
Hinweis zum Beispiel auf die Beweglichkeit Oder Morphologie der Spermaprobe 
dienen. Bei einer anderen Ausfuhrungform kann das Substrat weiter eine Eiein- 
nistkammer beinhalten und einen langlichen Kanal mit mesoskalischen Querschnitts- 
abraessungen, der eine Verbindung zwischen der Eieinnistkammer und der Spermaein- 
lafioffhung darstellt. Im Betrieb wird eine Spermaprobe an die EinlaBoffhung angelegt 
bzw. angebracht und das Sperma in der Probe wandert dann kompetitiv durch den 
Kanal zu der Eikammer, wo Fertilisation des Eis auftritt. 

Analytische Vorrichtungen mit mesoskalischen FlieB-Systemen konnen in groBen 
Mengen aus einem Festkorper-Substratmaterial gestaltet und hergestellt werden. Sie 
konnen leicht sterilisiert werden. Silizium ist ein bevorzugtes Substratmaterial, da die 
gut entwickelte Technologie seine prazise und effiziente Herstellung bzw. Fabrikation 
erlaubt, jedoch konnen andere Materialien einschlieBlich in Formen gegossene oder 
geformte Polymere, die Polytetrafluorethyiene einschlieBen, verwendet werden. Der 
ProbeneinlaB und andere Offnungen, das mesoskalische FlieB-System einschlieBlich 
der FlieB-Kanale bzw. des FlieB-Kanals und andere Funktions-Elemente konnen billig 
und in groBen Mengen aus einem Silizium-Substrat durch irgendeine der Mannigfaltig- 
keit von Mikrobearbeitungs-Verfahren, die jenen Fachleuten bekannt sind, fabriziert 
bzw. hergestellt werden. Die verfiigbaren Mikrobearbeitungs-Verfahren beinhalten 
Diinnschicht-Abscheidungsverfahren, wie zum Beispiel Spin-Beschichtung ("spin 
coating") und chemische Dampfabscheidung ("chemical vapor deposition" bzw. 
CVD), Laser-Herstellung oder photolithographische Techniken, wie zum Beispiel UV- 
oder RQntgenverfahren oder andere Atz-Verfahren, die entweder durch naBchemische 
Prozesse oder Plasmaprozesse durchgefuhrt werden konnen. (Siehe zum Beispiel 
Manz et al., Trends in Analytical Chemistry, 10 : 144-149 (1991)). 

FlieBkanale mit variierenden Breiten und Tiefen konnen mit mesoskalischen 
Abmessungen zur Verwendung bei Analyse einer Spermaprobe hergestellt werden. 
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Das Siliziumsubstrat, das einen vorgefcrtigten mesoskalischen Fliefl-Kanal beinhaltet, 
kann mit einer dunnen Glasabdeckung abgedeckt und abgedichtet, zum Beispiel 
anodisch gebondet bzw. gebunden sein. Andere klare oder lichtundurchlassige 
Abdeck-Materialien konnen verwendet werden. Alternativ konnen zwei Siliziumsub- 
strate in der Art eines Sandwiches angeordnet werden oder ein Siliziumsubstrat kann 
zwischen zwei Glasabdeckungen gesandwiched werden. Die Verwendung einer 
transparenten Abdeckung fuhrt zu einem Fenster, das die dynamische Betrachtung der 
Kanalinhalte erleichtert und ein optisches Testen des mesoskalischen FlieB-Systems 
entweder visuell oder durch ein Gerat erlaubt. Andere Ansatze zur Herstellung konnen 
gemacht werden. 

Die Kapazitat der Bauelemente ist sehr gering und deshalb ist die Menge an Proben- 
Fluid, das fur eine Analyse benotigt wird, gering. Zum Beispiel ist in einem 1 cm x 
1 cm Siliziumsubstrat, das an seiner Oberflache ein Feld mit 500 Rillen aufweist, die 
10 ixm x 10 /xm tief x 1 cm (10 4 /xm) lang sind, das Volumen einer jeden Rille 10' 3 fiL 
und das gesamte Volumen der 500 Rillen 0,5 /xL. Das geringe Volumen der 
mesoskalischen FlieB-Systeme erlaubt es, dafl Untersuchungen bzw. Analysen mit sehr 
geringen Mengen einer Flxissigkeitsprobe (< 5 fiL) durchgefuhrt wird. Die 
mesoskalischen Bauelemente konnen mit Mikroliter- Volumen oder alternativ 
Nanoliter- Volumen oder weniger mikrofabriziert werden, was vorteilhafterweise die 
Menge der Probe, des Puffers oder anderer Fluide, die fur die Analyse benotigt 
werden, beschrankt. Somit ist eine wichtige Foige und ein wichtiger Vorteil der 
Verwendung von FlieB-KanSlen mit mesoskalischen Abmessungen, daB Analysen auf 
einem sehr kleinen MaBstab durchgefuhrt werden konnen. 

Bei einer Ausfuhrungsform, die schematisch in Figuren 1, 2 und 3 gezeigt ist, kann 
das Bauelement 10 verwendet werden, um zum Beispiel die Beweglichkeit oder 
Morphologie einer Sperma-Probe schnell zu untersuchen. Das Bauelement 10 
beinhaltet ein Siliziumsubstrat 14, das mit Offhungen 16, einem primaren Proben- 
Kanal 20A und einem fraktalen System von Kanalen 40 mikrofabriziert ist. Die 
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Offnungen konnen mit mesoskalischen oder groBeren Abmessungen mikrofabriziert 
sein. Der fraktale Bereich 40 umfaflt in diesem Fall eine gleiche Anzahl von 
Gabelungen und Verbindungen, die in Reihe durch den firaktalen Bereich angeordnet 
sind, was zu einem dritten Kanal 20B fuhrt. Das Substrat 14 ist mit einem klaren 
Glas- oder Plastikfenster 12 abgedeckt, urn eine einschlieBende Wand des Kanals 
auszubilden. Im Betrieb, nachdem alle Kanale hydraulisch bzw. hydrodynamisch mit 
einem geeigneten Flussigkeits-Medium, zum Beispiel Zervikalschleim oder einem 
Puffer geflillt sind, wird eine Sperma-Probe an eine Einlafioffhung 16A angelegt bzw. 
angebracht. Das Sperma in der Probe wandert in den FlieB-Kanal 20A und dann durch 
den fraktalen Bereich 40 in Richtung auf den Kanal 20B und die Offhung 16B. Das 
AusmaB des Fortschreitens einer Sperma-Probe durch den fraktalen Pfad 40 kann als 
ein Hinweis bzw. ein Indikator fur die Sperma-Beweglichkeit und Morphologie 
dienen. Das FlieBen einer Sperma-Probe kann optisch, zum Beispiel mit einem 
Mikroskop entweder visuell oder durch ein Gerat durch die transparente Abdeckung 
uber dem FlieB-System oder durch einen transparenten Bereich des Substrats selbst 
festgestellt bzw. detektiert werden. 

Bei einer anderen Ausfuhrungsform kann das fraktale System 40 auf einem 
Siliziumsubstrat mit verringerten Dimensionen bei jeder Gabelung mikrofabriziert 
werden, was aufeinanderfolgend engere FlieB-Kanale bereitstellt, wie schematisch in 
Figur 5 gezeigt. Figur 5 zeigt ein Bauelement 10, das ein Substrat 14 umfaBt, das mit 
fraktalen FlieB-Kanalen 40 mikrofabriziert ist, die eine verringerte Querschnittsflache 
relativ zu dem primaren FlieB-Kanal 20A und dem dritten FlieB-Kanal 20B aufweisen. 
Im Betrieb tritt Sperma in einer Probe in das Bauelement 10 durch eine EinlaBoffhung 
16A und einen Kanal 20A ein und wandert durch den fraktalen Bereich 40 in Richtung 
auf den Kanal 20B und die Offnung 16B. Der fraktale Bereich 40 liefert ein 
ausgedehntes Netzwerk, das fur die kompetitive Wanderuhg einer Sperma-Probe 
geeignet ist. Das fraktale System kann mit einer komplexeren Reihe von Gabelungen 
bzw. Abzweigungen, wie schematisch bei dem Bauelement 10 in Figur 10 gezeigt, 
mikrofabriziert werden, das ein Paar von sich fraktal gabelnden Kanalen 40A und 40B 
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beinhaltet. Das fraktale Kanal-Netzwerk 40A ist in Richtung auf die Mine des Fraktals 
mit aufeinanderfolgend engeren Kanaien aufgebaut, wodurch die Empfindlichkeit 
gegenuber der Sperma-Wanderung erhoht wird. 

Die analytischen Bauelemente, die das mesoskalische Kanalsystem beinhalten, konnen 
in Verbindung mit einer Anwendungseinrichtung zum Liefern und Empfangen von 
Fluiden zu und aus den Bauelementen verwendet werden, zum Beispiel mit der 
Anwendungseinrichtung 50, die schematisch in Figur 4 gezeigt ist, die einen 
Aufnahme-Sitz 58 zum Halten des Bauelements 10 und zum Anpassen bzw. 
Ausrichten der Offhungen (zum Beispiel der Offhungen 16 auf dem Bauelement 10) 
mit einer Fliefi-Leitung 56 in der Anwendungseinrichtung umfaBt. Die Anwendungs- 
einrichtung beinhaltet eine Pumpe 52, die verwendet werden kann, urn Proben-Fluide 
in das Bauelement 10 einzuspritzen oder davon aufzunehmen. Alternativ kann die 
Probe in das Bauelement eingespritzt werden oder in das FlieB-System einfach durch 
Kapillarwirkung eintreten. Vorrichtungen wie zum Beispiel Ventile oder andere 
mechanische Sensoren zum Nachweis eines Proben-Fluids in den Bauelementen 
konnen direkt auf dem Siliziumsubstrat hergestellt werden und konnen in Massen 
gemafi gut ausgereiften Technologien hergestellt werden. Angell et al, Scientific 
American. 248 : 44-55 (1983). Alternativ konnen Sensoren, wie zum Beispiel optische 
Detektoren und andere Detektionseinrichtungen bzw. Nachweiseinrichtungen in der. 
Anwendungseinrichtung vorgesehen werden, die in Verbindung mit dem Bauelement 
verwendet wird. 

Bei einer Ausfuhrungsform konnen die analytischen Bauelemente ebenso in 
Verbindung mit einer Anwendungseinrichtung zum Betrachten der Inhalte der 
Bauelemente verwendet werden. Bei einer anderen Ausfuhrungsform kann eine 
Kamera in die Anwendungseinrichtung mit eingeschlossen werden, wie in der 
Anwendungseinrichtung 60 gezeigt ist, die schematisch in den Figuren 1 1 und 12 
gezeigt ist. Die Anwendungseinrichtung 60 ist mit einem Gehause 62, einen 
Betrachtungs-Bildschirm 64 und einen Schlitz 66, um einen Chip in die Anwendungs- 
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einrichtung einzufuhren, versehen. Wie im Querschnitt in Figur 12 gezeigt ist, kann 
die Anwendungseimichtung 60 ebenso eine Videokamera 68, ein optisches System 70 
und einen Neigungs-Mechanismus 72 zum Halten eines Bauelements 10, die es 
erlaubt, die Plazierung und den Winkel des Bauelements 10 manuell einzustellen, 
beinhalten. Das optische System 70 kann ein Linsensystem zum VergroBern der 
Kanal-Inhalte sowie eine Lichtquelle aufweisen. Die Videokamera 68 und der 
Bildschirm 64 ermoglichen es, daB Proben-Fluide visuell uberwacht werden und 
optional aufgezeichnet werden, indem die Anwendungseimichtung verwendet wird. 

Bei einer anderen Ausfiihrungsform kann das Substrat zum Beispiel in einer 
Anwendungseinrichtung bei einem Winkel beziiglich einer horizontalen Ebene 
angeordnet sein, urn eine Neigung fur die Wanderung einer Spermaprobe bereit- 
zustellen, um weiter die Detektion der Mobilitat zu erhohen. Bei einer anderen 
Ausfuhrungsform kann der Sperma-FlieBkanal Vorstehungen 122 aufweisen, die in 
Figur 8 gezeigt sind, um eine Barriere fur die kompetitive Wanderung von Sperma 
bereitzustellen. 

Die Bauelemente konnen mit einem mesoskalischen FlieB-Kanal mikrofabriziert 
werden, der einen Detektions-Bereich beinhaltet, um einen Bestandteil einer Sperma- 
Probe, wie zum Beispiel Sperma-Antikorper oder Hormone zu detektieren. Der 
Detektions-Bereich kann einen bindenden Anteil bzw. eine bindende Halfte aufweisen, 
die in der Lage ist, einen vorbestimmten Bestandteil der Spermaprobe zu binden. Der 
Bindungs-Anteil, wie zum Beispiel ein Antigen bindendes Protein, kann an der 
Oberflache der FlieB-Kanale oder auf einem Festphasen-Reaktanden, wie zum Beispiel 
einer Kugel bzw. Perle bzw. Rippe festgesetzt bzw. unbeweglich gemacht, Der 
bindende Anteil in dem Detektions-Bereich kann in Losung in den Detektions-Bereich 
eingefuhrt werden oder alternativ auf der Oberflache der mesoskalischen FlieB-Kanale 
zum Beispiel durch physikalische Absorption auf den Kanal-Oberflachen oder durch 
chemische Aktivierung der Oberflache und nachfolgenden Haften bzw. Anlagern von 
Biomolekulen an der aktivierten Oberflache festgesetzt werden. Die in der Fachwelt 
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verfugbaren Techniken konnen zur chemischen Aktivierung von siliziumdioxidhaltigen 
bzw. "silaceous" Kanaloberflachen und zum nachfolgenden Anbringen eines 
bindenden Anteils an die Oberflachen verwendet werden. (Siehe zum Beispiel Haller 
in: Solid Phase Biochemistry . W.H. Scouten, Ed., John Wiley, New York, Seiten 
535-597 (1983); und Mandenius et al., Anal. Biochem.. 137 : 106-114 (1984) und 
AnaL Biochem.. 170 : 68-72 (1988)). Die Verwendung eines bindenden Anteils fur 
Untersuchungen bei einer mesoskalischen Detektionskammer sowie Techniken, urn 
den bindenden Anteil in der Detektionskammer bereitzustellen, sind in der parallel 
anhangigen zu dieser in Beziehung stehenden Anmeldung offenbart, USSN 
07/877,702, eingereicht am 1. Mai 1992 (entspricht PCT WO 93/22053, ver- 
offentlicht am 11. November 1993), Die Detektionskammer kann in einer Reihe von 
Bindungs-Untersuchungen verwendet werden, zum Beispiel urn die Wechselwirkung 
einer Sperma-Probe mit Zervikalschleim zu untersuchen, urn die Wirksamkeit von 
Spermiziden zu priifen, um die Gegenwart von Antikorpern oder Schadstoffen in der 
Probe zu untersuchen oder Sperma-Zahlungen durchzufuhren. 

Bei einer Ausfuhrungsform kann der bindende Anteil auf einem Partikel bzw. 
Teilchen festgesetzt werden, das in der Lage ist, eine detektierbare Agglomeration 
eines Bestandteils einer Sperma-Probe in einem fraktalen mesoskalischen FlieB-System 
zu induzieren. Wie bei dem Bauelement 10 gezeigt, das schematisch in der Figur 6 
gezeigt ist, konnen Teilchen bzw. Partikel 42, die mit einem bindenden Protein 
uberzogen sind, das spezifisch fur eine gegebene Analyse in der Sperma-Probe ist, in 
dem fraktalen Bereich 40 vorgesehen seien, um eine analytisch-induzierte Ag- 
glomeration eines Fluids in dem fraktalen Bereich zu fordern. Die Agglomeration in 
dem fraktalen Bereich kann optisch durch ein Fenster, das zum Beispiel uber dem 
fraktalen Bereich angeordnet ist oder zum Beispiel durch die Feststellung von Druck- 
oder Leitfahigkeitsanderungen des Proben-Fluids detektiert werden. 

Bei einer anderen Ausfuhrungsform konnen die Bauelemente der Erfmdung verwendet 
werden, um eine In-vitro-Fertilisation durchzufuhren. Eine Ausfuhrungsform eines In- 
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vitro-Fertilisations-Bauelements ist in Figur 7 gezeigt. Das Baueleinent 10 in Figur 
7 beinhaltet eine Sperma-Kammer 22C und eine Eieinnistkammer 22D, die durch ein 
mesoskalisches fraktales Kanalsystem 40 verbunden sind. Das Baueiement beinhaltet 
eine klare bzw. transparente Abdeckung 12, die iiber dem fraktalen Bereich und 
teilweise quer uber das obere Ende der Kammern 22C und 22D angeordnet ist, wobei 
eine offene Offnung an den oberen Enden der Kammern belassen wird. Alternativ 
kann sich die Abdeckung 12 uber die Gesamtheit der Oberflache erstrecken (nicht 
gezeigt) und Locher festlegen, die fiber der Kammer 22C und 22D angeordnet sind, 
die ein Einfuhren von Spenna und Ei erlaubt, aber eine Evaporation be- bzw. 
verhindern. Im Betrieb wird eine Sperma-Probe an die Kammer 22C angelegt, zum 
Beispiel durch das obere Ende der Kammer. Ein Ei wird in der aufhehmenden 
Kammer bzw. Nist-Kammer 22D plaziert. Das FlieB-System, das die Kammern 22C 
und 22D, die Kanale 20 und den fraktalen Bereich 40 beinhaltet, ist mit einem Puffer 
vorgesehen, der zum Beispiel ein Saugetier-Tubarfluid beinhaltet. Das FlieB-System 
kann ebenso die Pufferkammern 22B und 22A beinhalten, die in Fluid- Verbindung mit 
dem FlieB-System sind und die mit einem Puffer gefflllt sind, um die potentiell 
zerstorerischen Wirkungen von Fiuid-Verlust durch Evaporation oder Dehydration aus 
dem Inneren des Substrats zu lindern. Kompetitive Wanderung der Sperma-Probe aus 
der Kammer 22C tritt durch den fraktalen Bereich 40 hindurch bis zu der Eiein- 
nistkammer 22D hin auf, wo die Fertilisation des Eies auftritt. Die Fertilisation bzw. 
Befruchtung kann zum Beispiel optisch entweder visuell oder durch eine Maschine 
bestimmt werden, indem die fruhen Stadien einer Ei-Zellteilung beobachtet werden. 
Das Baueiement kann in Verbindung mit einer Anwendungseinrichtung verwendet 
werden, die an Offiiungen in dem Baueiement fur die Zugabe oder Entnahme von 
Fluid-Bestandteilen aus dem Baueiement angepaBt ist. Die Anwendungseinrichtung 
kann zum Beispiel eine Einrichtung, wie zum Beispiel eine Pumpe oder eine Spritze 
zum hydrodynamischen bzw. hydraulischen AusstoBen eines befruchteten Eies aus 
dem Baueiement nach der Fertilisation zum Beispiel direkt in einen Wirt-Uterus, 
indem zum Beispiel eine Salzlosung oder eine andere Flussigkeit durch die Kanale 
getrieben wird, beinhalten. 
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Das raesoskalische Kanal-System kann mit einem Filter zum Filtern von Sperma- 
Proben-Bestandteilen mikrofabriziert werdea. Der Filter kann in dem FlieB-System 
zwischen der Sperma-EinlaBoffhung und dem Eieinnistbereich mikrofabriziert werden, 
um die Filterung der Probe zu ermoglichen. Filter, die in dem FlieB-System 
mikrofabriziert werden konnen, beinhalten die Filter 24, die in Figuren 13, 14 und 15 
gezeigt sind. Bei dem Bauelement 10 sind die Filter 24 zwischen den FlieB-Kanalen 
20A und 20B mikrofabriziert, was es dem Proben-Fluid im Kanal 20A ermoglicht, 
durch den Filter 24 hindurchzugelangen. Das Filtrat tritt durch den Filter 24 in den 
Kanal 20B aus. Der Filter 24 umfaBt mesoskalische FlieB-Kanale mit im Vergleich zu 
den Kanalen 20A - 20B verringerten Durchmessern, die mit Tiefen und Breiten in der 
GroBenordnung von 0,1 bis 20 j*m mikrofabriziert sind, Im Gegensatz dazu weisen 
die FlieB-Kanale 20A und 20B Breiten in der GroBenordnung von maximal ungefahr 
500 urn und typischer 100 /xm auf. Andere Filtereinrichtungen konnen verwendet 
werden, wie zum Beispiel die Pfosten 122, die sich von einer Wand des FlieB-Kanals 
20, der in Figur 8 gezeigt ist, erstrecken. 

Die Bauelemente konnen verwendet werden, um eine Mannigfaltigkeit von 
automatisierten, sensitiven und schnellen klinischen Analysen einer Sperma-Probe zu 
implementieren. Die Bauelemente konnen bei einer Reihe von Anwendungen 
einschlieBlich Fruchtbarkeitstest einer Sperma-Probe, Tests von Sperma-Bindungs- 
Eigenschaften, In-vitro-Fertilisation und gerichtsmedizinischen Analysen bzw. 
forensischen Analysen verwendet werden. Um die Genauigkeit einer Untersuchung 
zu erhohen, kann das Substrat mit dem Zweck hergestellt werden, einen Kontroll- 
bereich in dem FlieB-System zu beinhalten, zum Beispiel einen Bereich, der bezuglich 
seiner Geometrie identisch mit dem Testbereich ist, der jedoch keine bindenden 
Anteile enthalt. Ein Proben-Fluid wird sowohl durch den analytischen als auch durch 
den Kontroll-Bereich durchgefuhrt, um den Vergleich der Bereiche zu ermoglichen. 
Die Bauelemente kSnnen ebenso eine Vielzahl von mesoskalischen FlieB-Systemen 
aufweisen, um eine Vielzahl von Untersuchungen zu ermoglichen, die an einer 
Sperma-Probe durchgefuhrt werden sollen. Nach AbschluB der Untersuchung werden 
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die Bauelemente typischerweise entsorgt bzw. weggeworfen. Die Verwendung von 
Einweg-Bauelementen schlieBt eine Kontamination bzw. Verunreinigung unter den 
Proben aus. Die Probe kann zu jeder Zeit eingeschlossen bleiben und das geringe 
Volumen vereinfacht die Abfallentsorgung. 

Die Erfindung wird weiter aus den folgenden nicht beschrankenden Beispielen 
verstanden werden. 

Beispiel \ 

Die Sperma-Mobilitat wird in dem Chip 10 gepriift, der schematisch in Figur 5 
gezeigt ist. Eine Probe von Samen (< 2 (iL) wird auf einem Glas-Objekttrager 
plaziert und der Chip 10 wird oben auf die Samen-Probe derartig plaziert, dafi die 
Offhung 16A auf der Samen-Probe positioniert ist. Das Vordringen einzelner 
Spermatozoen bzw. Samenzellen in die Offnung 16A durch den Kanal 20A und dem 
fraktalen Bereich 40 wird uberwacht, indem ein Mikroskop verwendet wird. Die 
experimentellen Ergebnisse konnen mit den Ergebnissen verglichen werden, die zuvor 
ftir eine gesunde Sperma-Probe erhalten bzw. aufgestellt wurden, urn ein Test fur die 
Sperma-Mobilitat zu liefern. 

Beispiel 2 

Ein Kanal, der eine Barriere 122 mit 7 /^m-Spalten enthalt (im Querschnitt in der 
Figur 8 gezeigt), wird mit einem HTF-BSA-Medium und einer Samen-Probe gefullt, 
die an das Eingangsloch angelegt wird. Das Fortschreiten bzw. Vordringen des 
Spermas durch die Barriere dient als ein Indikator fur die Sperma-Mobilitat. 

Beispiel 3 


Spermafunktionen werden auf dem mikrofabrizierten Festkorpersubstrat 14 getestet, 
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das in Figur 9 gezeigt ist. Eine Sperma-Probe wird an der EinlaBoffhung 16A 
zugegeben und flieBt dann durch den mesoskalischen FlieB-Kanal 20 zu der 
Detektions-Kammer 40A, 40B und 40C. Eine fraktale Detektionskammer 40A liefert 
einen Test fur Leukozyten und weist festgesetzte Antikorper zur herkommlichen 
Leukozyten-Antigenen auf . Eine fraktale Detektionskammer 40B stellt einen Test fur 
Sperma-Antikorper bereit und beinhaltet festgesetzte Antikorper zum menschlichen 
IgG, IgA Oder IgM. Eine fraktale Detektionskammer 40C liefert einen Test fur eine 
Akrosom-Reaktion und beinhaltet Lektine, die mit Fluoreszein markiert sind. Eine 
FlieBbehinderung aufgrund von Agglutination in den Kammern kann zum Beispiel 
durch eine optische Detektion durch eine Glasabdeckung, die uber dem Substrat 
angeordnet ist, festgestellt werden. Nachdem die Untersuchung vollendet ist, wird das 
Bauelement weggeworfen. 

Beispiel 4 

Ein Chip des Typs, der in Figur 7 gezeigt ist, und der eine Eieinnistkammer und eine 
SpermaeinlaBoffhung festlegt, die durch einen mesoskalischen Kanal verbunden sind, 
wurde mit ultrareinem Wasser gewaschen und dann mit HTF-BSA gefullt. Eier und 
Samen werden von geeigneten Spendern gewonnen. Ein einziges Ei wurde zu der 
Eieinnistkammer ubertragen, indem eine Mikropipette bzw. Zellpipette verwendet 
wurde und eine Probe an Samen wurde an die SpermaeinlaBoffhung angelegt, indem 
eine Mikropipette verwendet wurde. Das gesamte Verfahren wurde unter einer 
Laminarstromungs-Haube durchgefuhrt und die Anwendung bzw. das Anbringen des 
Eis und des Samens wurde visuell bestatigt, indem ein Mikroskop verwendet wurde. 
Das Fortschreiten (und die Seiektion von Sperma) durch den FlieB-Kanal, der die 
SpermaeinlaBoffhung mit der Eieinnistkammer verbindet, die das Ei enthalt, wurde 
visuell bestatigt. Der Chip wurde in einer feuchten Umgebung plaziert, urn eine 
Evaporation aus dem Chip zu minimieren, danach wurde er bei 37 °C fur einige 
Stunden im Brutkasten gehalten. Eine Fertilisation bzw. Befruchtung des Eis wurde 
durch eine visueile Uberpriifung bestatigt. Eine Implantation des befruchteten Eis 
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wurde erzielt, indem die gesamten Inhalte des Chips ausgetrieben werden. Zusatzlich 
enthalt der Chip ein Reservoir bzw. einen Behalter von HTF-BSA in Verbindung mit 
den Kammera und einen RieB-Kanal, urn jegliche Evaporation bzw. Verdunstung aus 
dem Chip auszugleichen. 

Bgjjspiel g 

Experimente wurden in mesoskalischen FlieB-Kanalen durchgefuhrt, wobei die 
Sperma-Mobilitat von menschlichen Samen-Proben uberpriift wurden. Bei einem Test 
auf Sperma-Mobilitat wurden Mikrokanale (80 /*m breit, 20 /*m tief und 10 mm lang) 
in einem Glas-Siliziumchip mit menschlichem Tubar-Ruid (HTF bzw. "Human Tubal 
Fluid")-Medium (Irvine Scientific, Santa Ana, CA) gefullt, das 0,5 % BSA bzw. 
Benzolsufosaure (HTF-BSA) enthalt. Eine Samen-Probe (2 < j*L) wurde auf einem 
Glas-Objekttrager plaziert imd der Chip wurde oben auf der Samen-Probe so plaziert, 
dafi der Eingang fur den Kanal auf der Samen-Probe positioniert war. Das Fort- 
schreiten bzw. Vordringen einzelner Spermatozoen in den Kanal und entlang seiner 
Lange zu dem Ausgangs-Loch wurde iiberwacht, indem ein Mikroskop verwendet 
wurde, und aufgezeichnet, indem eine TV-Kamera und ein Videorecorder verwendet 
wurde. Es wurde Sperma beim Durchqueren der gesamten Lange des Kanals 
beobachtet und es konnte betrachtet werden, wie es sich beim Ausgangsloch 
ansammelt. Die Wanderung bzw. Migration von Sperma wurde ebenso in Kanalen mit 
einer Tiefe von 40, 100 und 120 /an demonstriert. 

Es wurde ebenso die Sperma-Mobilitat in fraktalen Kanalen bestimmt, indem die 
Entfernung untersucht wurde, die das Sperma entlang des fraktalen FlieBpfades 
wandert. Das obige Experiment wurde wiederholt, indem ein fraktaler Kanal (40 /xm 
breit, 20 pan tief) verwendet wurde, der mit HTF-BSA-Medium gefullt war. Es wurde 
beobachtet, wie Sperma durch den kurvenreichen fraktalen Pfadweg wandert 
(insgesamt neun rechtwinklige Kurven, zum Beispiel das Bauelement der Figur 11), 
und zwar vom Eingang bis zur Mitte des Kanals. Das Experiment wurde wiederholt, 


23 


indem ein fraktaler Kanal verwendet wurde, der 20 /zm tief war, der aber bezuglich 
der Breite bei jeder Gabelung verringert war (40, 30, 25, 20 und 10 fim) und dann in 
der Breite vergroBert wurde (20, 25 , 30, 40 fim). Wieder wanderte Sperma zu der 
Mitte des fraktalen Kanals. 

Die bi-direktionale Mobilitat einer Sperma-Probe wurde also untersucht. Ein Kanal 
(60 und 80 ptm breit, 20 /xm tief) und fraktale Kanale wurden rait HTF-BSA-Medium 
und Samen gefullt, der gleichzeitig uber die Locher uber jedem Ende des Kanals 
eingefiihrt wurde. Es wurde beobachtet, wie Sperma in Richtung auf die Mitte des 
Kanals (oder fraktalen Kanals) wandert und'schlieBlich hindurchgelangt, wahrend es 
in Richtung auf das Loch am entgegengesetzte Ende des Kanals wandert. 

Ein Experiment mit geneigtem Kanal wurde ebenso mit einer Sperma-Probe 
durchgefiihrt. Ein Kanal (60 fim breit, 20 tief) wurde mit HTF-BSA-Medium 
gefullt und eine Sperma-Probe an das EinlaBloch angelegt bzw. angebracht. Die 
EinlaB- und AuslaBlocher wurden mit einem haftenden Band bzw. Klebeband 
abgedichtet. Der Chip wurde um 45° fur verschiedene Zeitdauern geneigt und dann 
wurde das Vordringen des Spermas den Kanal hinauf visuell bestimmt. Es wurde 
gefunden, daB Sperma effizient bzw. leistungsfahig dem geneigten Kanal hinauf 
wandert, und es konnte am Ausgangs-Loch am oberen Ende des Kanals beobachtet 
werden. 

Beispiel 6 

Ein Experiment, das verschiedene Spermizide uberpriift, indem ein mesoskalisches 
FlieB-System verwendet wird, wurde durchgefiihrt. Ein Chip, das zwei Kammern (5,2 
mm lang, 750 /zm breit, 1,5 mm tief) aufweist, von denen jede an jedem Ende mit 
einem Eingangsloch uber einen Kanal verbunden ist (3,25 mm. lang, 100 fxm breit, 20 
fxm tief), wurde zum gleichzeitigen Testen der spermientotenden Aktivitat von 
Nonoxinol-9 und C13-G (Biosyn, Inc. PA) verwendet. Die vier Kanale wurden mit 
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HTF-BSA-L6sung (Kanal #1, Kontrolle), 0,005 % (Kanal #2), 0,0125 % (Kanal #3) 
und 0,05 % (Kanal #4) Nonoxinol-9 (oder C13-G) jeweilig gefiillt. Eine Samen-Probe 
wurde in jeder Kammer plaziert und das Vordringen von Sperma in die aneinander- 
grenzenden Kanale uberwacht, indem das Mikroskop verwendet wurde. Die Anzahl 
von Spermien, die in den Kanalen beobachtet wurden, war in der folgenden Ordnung 
gemafi abnehmender Spermien- Anzahl: Kanal #1 > #2 > #3 > #4. Die meisten 
Spermien wurden in dem Kontroll-Kanal beobachtet und keine wurden in dem Kanal 
#4 beobachtet, der Nonoxinol-9 oder C13-G bei der optimalen Konzentration fur eine 
spermizidale Wirkung enthielt. 

Beispiel 7 

Eine morphologische Uberpriifung eines selbst-beweglichen Spermas, wurde in einem 
mesoskalischen Fliefi-System durchgefiihrt. Ein Chip, der zwei Kammern (5,2 mm 
lang, 750 fim breit, 1,5 mm tief) aufweist, von denen jede mit jedem Ende mit einem 
Eintritts-Loch durch einen Kanal (3,25 mm lang, 100 breit, 20 tief) verbunden 
ist, wurde verwendet. Die Kanale wurden mit HTF-BSA-L6sung und einer Samen- 
Probe gefiillt, die an die zentrale Kammer angelegt bzw. angebracht wurde. Der Chip 
wurde in eine feuchte Umgebung fur 10 min plaziert. Die Oberflachenlosung wurde 
von den Lochern an jedem Ende des Chips entfernt und auf einem Glas-Objekttrager 
plaziert (der zuvor mit Ethanol gewaschen wurde). Der Trager wurde bei 40 °C 
getrocknet und dann gefarbt, indem Wright Giemsa-Farbemittel (Curtin Matheson 
Scientific, Inc., Houston, TX) verwendet wurde. Das Sperma, das von der zentralen 
Kammer bis zu dem Ende des Kanals und in das Loch gewandert ist, wies eine 
normale morphologische Erscheihung auf. 

Beispiel 8 

Die Wechselwirkung einer Sperma-Probe mit Zervikalschleim in einem mesoska- 
lischen Fliefi-System wurde in einem Chip iiberprilft, der zwei Kammern (5,2 mm 
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lang, 750 /um breit, 1,5 mm tief) aufweist, von denen jede an jedem Ende mit einem 
Eintritts-Loch durch einen Kauai (3,25 mm lang, 100 /xm breit, 20 /xm tief) verbunden 
ist. Die Kanale wurden mit HTF-BSA-Ldsung und einer Zervikalschleim-Probe, die 
ungefahr am 14. Tag des Menstruationszyklusses der Patientin gesammeit wurde) 
gefullt, die in jede der zentralen Kammern plaziert wurden. Es wanderte kein Sperma 
in den Zervikalschleim und jene, die eindrangen, starben, wie vorherzusehen war, da 
Zervikalschleim zu dieser Zeit wahrend des Menstruationszyklusses als gegenuber 
Sperma feindlich bekannt ist. Moghissi et al., Am. J. Obstet. Gynecol., 114: 405 
(1972). 

Beispiel 9 

Ein Test betreffend die Wechselwirkung von Hyaluronsaure mit einer Sperma-Probe 
wurde durchgefuhrt, urn die zervikale Wechselwirkung einer Sperma-Probe zu 
beurteilen. Der Test wurde in einem Chip durchgefuhrt, der zwei Kammern (5,2 mm 
lang, 750 breit, 1,5 mm tief) aufweist, von denen jede an jedem Ende mit einem 
Eintritts-Loch durch mesoskalische FlieB-Kanale #1, #2, #3 und #4 (3,25 mm lang, 
100 t*m breit, 20 fxm tief) verbunden ist. Der Kanal #1 war ein Kontroll-Kanal. Die 
Kanale wurden mit HTF-BSA-L6sung und Losungen von Hyaluronsaure (Sigma) in 
HTF-BSA (Kanale #2, #3, #4, 5 mg/mL, 2,5 mg/mL und 1,3 mg/mL, jeweilig) 
gefullt. Eine Samen-Probe wurde in jeder der zentralen Kammern plaziert. Es 
wanderte kein Sperma in den Kanal #2, der 5 mg/mL Hyaluronsaure enthalt, aber das 
AusmaB der Wanderung nahm mit der Abnahme der Konzentration von Hyaluronsaure 
in den Kanalen #3 und #4 zu. 

Beispiel 10 

Ein Immuno-Tropfchen-Test bzw. Immuno-Kugelchen-Test bezuglich der Gegenwart 
von IgG-Antikorpera in einer Sperma-Probe wurde durchgefuhrt. Immuno-Kugelchen 
(BioRAD, Richmond, CA), bei denen es sich um Mikrokugelchen bzw. Perlen, die 
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mit einem Antikorper bezuglich humanem IgG xiberzogen wurden, handelt, wurden 
auf 1 mg/mL in einer HTF-BSA-L6sung (Irvine Scientific, Santa Ana, CA) verdtinnt. 
Ein Mikrokanal (250 /xm breit, 20 /*m tief und 10 mm lang) in einem Glas-Silizium- 
Chip wurde mit einer Probe der Immuno-Kiigelchen-Losung gefullt und eine Samen- 
Probe (ca. 1,2 jiL) wurde an den Kanal-Eingang angebracht bzw. angelegt. Eine 
Agglutination von Sperma durch die Immuno-Kiigelchen aufgrund der Gegenwart von 
Antikorpern in der Sperma-Probe wurde in dem Kanal beobachtet. Zur Kontrolle 
wurde das Experiment auf einem Glas-Objekttrager durchgefxihrt, indem groBere 
Volumen des Immuno-Kiigelchen-Reagens und der Samen-Probe verwendet wurden, 
und dies war ebenso positiv (eine Agglutination wurde beobachtet). 
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PATFNTANSPRUCHE 

1. Vorrichtung (10) zur in vitro-Befruchtung, wobei die Vorrichtung umfaftt: 

ein festes Substrat (14), das so durch Mikrofabrikation hergestellt ist, daft es definiert: 
ein Eieinnistkammer (22D); 
eine SpermaeinlaSoffnung (22C); 

einen langlichen Kanal (20B), der ein Spermamedium enthalt, wobei zumindest ein 
Abschnitt des Kanals eine Querschnittsabmessung von etwa 0,1 bis 500 jjm aufweist 
und der Kanai eine Verbindung zwischen der Eieinnistkammer und der 
SpermaeinlaGoffnung darstellt, die kompetitive Spermienwanderung von der 
EinlaGoffnung zur Einnistkammer fur die Eibefruchtung ermoglicht. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, worm der Kanal eine Verzweigungsstruktur umfaGt. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, worin die Vorrichtung eine Vielzahl dieser 
Mesoskalenkanale umfaSt. 

4. Vorrichtung nach Anspruch 3, worin jeder der Kanale die gleiche Lange aufweist. 

5. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 4, worin der langliche Kanal einen 
Primarkanai und einen Fraktalbereich umfaBt, der Verzweigungen aufweist, die zu 
mehreren Sekundarkanalen fuhren. 

6. Vorrichtung nach Anspruch 5, worin die Sekundarkanale im Fraktalbereich eine 
gegenuber dem Primarkanai verringerte Querschnittsflache aufweisen. 
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7. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspruche, worin das Spermamedium 
aus der Gruppe ausgewahlt ist, die aus Saugetiereileiterfiussigkeit, Zervikalschleim und 
einem Puffer bestehL 

8. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspruche, worin der langliche Kanal 
gekrummt oder gewunden ist. 

9. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspruche, die weiters Mittel umfaSt, 
urn ein Ei in der Einnistkammer aus dem Substrat auszustoSen. 

10. Vorrichtung nach Anspruch 9, worin das Mittel zum AustoGen hydraulische 
AusstoSmittel umfafit. 

11. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspruche, die weiters Mittel 
umfaSt, die einen optischen Weg durch die Vorrichtung hindurch zur Eieinnistkammer 
definiert, um die visuelle Beobachtung des Eies zu ermoglichen. 

12. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspruche, worin das feste Substrat 
so durch Mikrofabrikation hergestellt ist, daS ein Spermaablagerungsreservoir definiert 
wird, das mit der EinlaSoffnung in Verbindung steht. 

13. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspruche, die weiters Filtermittel 
umfaSt, die zwischen der EinlaSoffnung und der Einnistkammer angeordnet sind. 

14. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspruche, die weiters ein 
Pufferreservoir umfaSt, das sich in Flussigkeitsverbindung mit dem Kanal befindet, um 
die Entwasserung innerhalb des Substrats zu verringern. 

15. Vorrichtung (10) zum Analysieren einer Spermaprobe, umfassend: 
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ein festes Substrat (14), das so durch Mikrofabrikation hergestellt ist, daB es definiert: 

eine SpermaprobeneinlaGoffnung (16A); und ein Mesoskalenkanalsystem, umfassend: 

einen gekrummten oder gewundenen Kana! (40), der mit der EinlaBoffnung in 
Verbindung steht und ein Spermamedium enthalt, wobei zumindest ein Abschnitt des 
gekrummten oder gewundenen Kanals eine Querschnittsabmessung von etwa 0,1 bis 
500 jjtx) aufweist; und 

Mittel zum Detektieren der Wanderung der Spermien durch das System. 

16. Vorrichtung nach Anspruch 15, worin das Kanalsystem einen mit der EinlaGoffnung 
in Verbindung stehenden Primarkanal und zu mehreren Sekundarkanalen fuhrende 
Verzweigungen umfa&t. 

17. Vorrichtung nach Anspruch 16, worin die Sekundarkanale im Vergleich zum 
Primarkanal eine verringerte Querschnittsflache aufweisen. 

18. Vorrichtung nach einem der Anspruche 15 bis 17, worin ein Kanal im Substrat 
bezogen auf eine horizontale Ebene in einem Winkel angeordnet ist. 

19. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspruche, worin das feste Substrat 
durch Mikrofabrikation hergestelltes Silizium umfafit. 

20. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspruche, die weiters ein Gerat zur 
Verwendung in ^Combination mit dem Substrat umfaSt, wobei das Gerat umfaBt: 


Mittel zum Halten des Substrats; 
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Fluideingabemittel, die mit einer EinlaBoffnung auf dem Substrat inelnanderpassen; und 

Pumpmittel zurn Zufuhren von Fluid zu einem Kanal im Substrat, wenn es im 
Haltemittel gehalten wird. 

21. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspruche, die weiters ein Gerat zur 
Verwendung in Kombination mit dem Substrat umfalit, wobei das Gerat umfaBt: 

Mittel zurn Halten des Substrats; und 

optische Mittel zurn Betrachten des Inhaits des Mesoskalenkanalsystems im Substrat. 

22. Vorrichtung nach Anspruch 21, worin die optischen Mittel eine VergroSerungsoptik 
und eine Videokamera umfassen, und worin das Gerat weiters umfaSt: 

einen Kippmechanismus zurn manuellen Einstellen des Winkels und der Position der 
Vorrichtung; und 

einen Videobildschirm zurn Betrachten des Inhaits des Kanalsystems. 

23. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspruche, worin innerhalb 
zumindest eines Abschnitts des Kanals die Kanalbreite und die Kanaltiefe jeweils 
zwischen 0,1 //m und 500 //m betragen. 

24. Vorrichtung nach Anspruch 23, worin die Kanalbreite in diesem Abschnitt zwischen 
2,0 und 300 //m betragt. 

25. Vorrichtung nach Anspruch 23 oder 24, worin die Kanaltiefe in diesem Abschnitt 
zwischen 0,1 und 100/vm betragt. 


26. Verfahren zur in vitro-Befruchtung eines Eies, umfassend: 


(i) das Bereitstellen einer Vorrichtung (10), die ein festes Substrat (14) umfaSt, das so 
durch Mikrofabrikation hergestellt ist, daS es definiert: 

ein Eieinnistkammer (22D); 

eine SpermaeinlaSoffnung (22C); 

einen langlichen Kanal (20B), wobei zumindest ein Abschnitt des Kanals eine 
Querschnittsabmessung von etwa 0,1 bis 500 j#m aufweist und der Kanai ein 
Spermamedium enthalt und eine Verbindung zwischen der Eieinnistkammer und der 
Spermaeinlafcoffnung darstellt, was die kompetitive Spermienwanderung von der 
Einlafcoffnung zur Einnistkammer fur die Eibefruchtung ermoglicht; 

(ii) das Anordnen eines Eies in der Einnistkammer; 

(iii) das Aufbringen einer Spermaprobe auf die EinlaBoffnung; und 

(iv) das Zulassen der kompetitiven Wanderung der Spermien von der EinlaBoffnung 
durch den Kana! zum Ei in der Einnistkammer. 

27. Verfahren nach Anspruch 26, worin der langliche Kanal einen Abzweigungskanal 
umfa&t; und 

worin in Schritt (iv) die Spermaprobe kompetitiv durch den Abzweigungskanal wandern 
gelassen wird. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, worin der Abzweigungskanal einen Fraktalbereich 
umfafct; und 
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worin in Schritt (iv) die Spermaprobe kompetitiv durch den Fraktalbereich wandern 
gelassen wird. 

29. Verfahren nach einem der Anspruche 26 bis 28, das weiters umfaBt: 
(v) das AusstoBen des Eies aus der Kammer mit AusstoSmitteln. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, worin die AustoBmittel ein hydraulisches 
AusstoBmittel umfassen; und 

worin in Schritt (v) das Ei mit dem hydraulischen AusstoBmittel aus der Kammer im 
Substrat ausgestoBen wird. 

31. Verfahren nach Anspruch 29 oder 30, weiters umfassend: 

das visuelle Beobachten der Eikammer, urn vor Schritt (v) die Befruchtung des Eies in 
der Kammer zu bestimmen. 

32. Verfahren zum Analysieren einer Spermaprobe, umfassend: 
(i) das Bereitstellen einer Vorrichtung (10), die umfaBt: 

ein festes Substrat (14), das durch Mikrofabrikation so hergestellt ist, daB es definiert: 
ein SpermaprobeneinlaSoffnung (16A); und 

ein Mesoskalenkanalsystem, das ein Spermamedium enthalt und einen Primarkanal 
(20A) umfaBt, der sich von der EinlaBoffnung weg erstreckt, wobei zumindest ein 
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Abschnitt des Primarkanals eine Querschnittsabmessung von etws 0,1 bis 500 f/m 
aufweist; 

(ii) das Aufbringen einer Spermaprobe auf die EinlaSoffnung; und 

(iii) das Erfassen der Wanderung von Spermien von der EinlaGoffnung durch den Kanal. 

33. Verfahren nach einem der Anspruche 26 bis 31, worin zumindest ein Abschnitt des 
langlichen Kanals einen gekrummten oder gewundenen Kanal aufweist. 

34. Verfahren nach Anspruch 32, worin zumindest ein Abschnitt des 
Mesoskalenkanalsystems einen gekrummten oder gewundenen Kanal aufweist. 
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